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nella quale i gnq)pi sono come defbuti nella desciizione che seguCe caratterizzata 
dalla presenza di sostituenti poUamminici sul residue imnmrico/ossiimco, tali eruDm 
ammiTnci essendo a loro volta protetti da opportuni pruppi protettivi. Detti comDosti 
sono dotati di potente attivit^ di inibiziOne della Topoisomerasi I e pertanto sono utili 
come medicamenti per il trattamento di tumori, infezioni virali e parassitarie 
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SoQo descritti composti di fomtula generale 
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nella quale i gruppi sono come definiti nella descrizione che segue e caratterizzata dalla 
ptesenza di sosUtuenti poliamminici sul residuo immiiuco/ossimico, tali gruppi amminici 
essendo a loro volta protetti da opportuni gruppi protettivi. Detti composti sono dotati di 
potente attiviti di inibizione deUa Topoisomerasi I e pertanto sono utili come medicamenti 
per il tiatuunento di tumori, infezioni virali e parassitarie. 
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La presente invenzione si riferisce a composti utili come me- 
dicamenti, in particolare a derivati della camptotecina con sosti- 
tuenti in posizione C-7, contenenti residui poliamminici in cui i re- 
sidui amminici sono protetti con gruppi protettivi quali il Boc, a 
procedimenti per la loro preparazione, al loro uso come agenti at- 
tivi ad attivitli inibitrice la Topoisomerasi lea composizioni far- 
maceutiche che li contengono come ingredienti attivi. 
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Sfondo deirinvenzione 

La camptotecina d un alcaloide isolato da Wall e aL [J. Am. 
Chem. Soc, 1966, 88, 3888-3890] per la prima volta dall'albero 
Camptoteca aciuninata, \ma pianta originaria della Cina, della fa- 
miglia delle Nyssaceae. 

La molecola consiste di una struttura pentaciclica con un 
lattone nell'anello E, essenziale per la citotossicit^L. 

Per una rassegna sidle camptotecine e i problem! connessi al 
loro utilizzo come medicament!, nonch6 alia risoluzione di alcuni di 
tali problemi, si veda EP 1 044 977, a nome delle richiedenti. 

Le poliammine sono da tempo oggetto di grande interesse nel- 
la medicinal chemistry. 

Putresceina, spermidine, e spcrmina rappresentano quelle 
piu studiate in quanto natxxralmente presenti sia nelle cellule pro- 
caiiotiche che eucariotiche. II loro ruolo nella fisiologia ceUtQare 
sembra molteplice e, per alcuni aspetti, ancora sconosciuto [J. 
Med. Chem., 2001, 44, 1-26]. Al pH fisiologico questi composti sono 
presenti come policationi, possono interagire con un'ampia varieta 
di costituenti cellvdari, come RNA, DNA, nucleotidi, proteine e alt- 
re sostanze biologiche a carattere acido [J. Cell Biochem., 1991, 46, 
37-47]. 

In oncologia le poliammine sono oggetto di studio per molte- 
plici aspetti: la loro natura poUcationica a pH fisiologico, Tinfluen- 
za sui canali ionici delle membrane cellulari, I'interazione con vari 
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fattori trascrizionali importanti in forme tumorali umane [Btoc/ie- 
miatry 1999, 38, 14765-74]. 

La coxiiugazione di poliammine con farmaci citotossici d 
stata anche descritta, ad esempio con il clorambucile {Cancer Res., 
1992, 62, 4190-6], dove 6 stato osservato un potevole miglioramen- 
to deirindice terapeutico, ma anche come chemoprevenzione in as- 
sociazione al 3-indolilcarbinolo [BMC-Cancer 2003, 3:2, 1471- 
2407]. 

Meno frequente ^ lo studio di derivati poliamminici in forma 
protetta: ad esempio N-Benzil-derivati [J. Med. Chem,, 2001, 44, 
3653-64]. 

Le poliammine possono essere legate a molecole citotossiche 
per influcnzarnc il trasportc cellulare: ad esempio le spermine so- 
no state coniugate alle acridine [J. Med. Chem., 2002, 45, 5098- 
111] alio scope di favorirne \xn rilascio selettivo a livello delle cel- 
lule tumorali. 

Anche nolle camptotecine (CPT) sono stati inseriti residui 
poliamminici in posizione 7 come imminometil derivati [Bioorganic 
& Medicinal Chemistry Letters, 2001, 11, 291-4], e in particolare il 
composto derivato dalla spermina e stato descritto nella domanda 
di brevetto internazionale WO 0063607 a nome del richiedente . 

Riassunto dell'invenzione 

E* stato ora sorprendentemente trovato che camptotecine so- 
stituite in posizione 7 mediante im legame imminometile oppure 
ossiimminometile, dove i gruppi imminico o ossimico derivano da 
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ammine od idrossilammine contenenti residui poliamminoalchilici 
(es. spermina, spermidina, putresceina), quando sono present! in 
forma protetta mostrano \ina elevata attivit^ antitumorale, netta- 
mente superiore agli stessi derivati non protetti. 

Tale potenza antitumorale h paragonabile a composti attual- 
mente in use nella pratica clinica oncologica, pertanto i derivati og- 
getto della presente invenzione possono rappresentare un impor- 
tante contributo per arricchire Tarmamentario a disposizione per 
la lotta contro i tumori. 

I composti oggetto della presente invenzione hanno la 
seguente formula generale (I): 




nella quale 



R = 



'(CH2)n 
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HO lCH2)m 
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m d il numero 0 oppure 1; 

Z e Z', uguali o diversi fira loro, sono xm numero intero com- 
preso £ra 0 e 2; 
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Y 6 Y\ uguali o diversi fra loro, sono (CH2)ni; (CH2)zi2- 
CH[NRvn(CH2)n4-NHRi)-(CH2)n3 oppure 
(CH2)n2-N[(CH2)n4-NHRiv]-(CH2)n8; 

Y' d scelto tra H; cicloalcano C4-G7; (CH2)n6-N[CH2-CH2]2N- 
(CH2)n6NHRV; (CH2)n7-CH[CH2- CH2]2NRV; 
X d 0» oppure ^ un legame semplice; 

n-n8, uguali o diversi &a loro, sono un numero intero 
compreso fira 0 e 6; 

Ri, R", R^, Riv, RV uguali o diversi fra loiro sono im gruppo 
protettivo dell'azoto al quale sono legati; C02R^; C02CH2Ar; 
C02(9-fluorenilmetil); (CH2)n6-NHC02RVi; (CH2)n6-NHC02CH2Ar; 
(CH2)n6-NHC02-(9-fluorenilmetil), 

It^ d un alchilo lineare o ramificato (Ci-Cc); 

Rvii e H oppure Ri-RV; 

Ar rappresenta un residue aromatico C6-C12, quale fenile, e- 
ventusdmente sostituito con \ino o pi\5i gruppi scelti fra: alogeno, 
idrossi, C1-C5 alchile, Ci-Cs alcossi, fenile, ciano, nitro, -NR^^Rix, 
dove R^ii e R^, uguali o diversi fra loro sono idrogeno, (C1-C5) al- 
chile lineare o ramificato, oppure 

Ar rappresenta un gruppo eterociclico, detto gruppo etero- 
ciclico contenente almeno xm eteroatomo scelto fra atomo di azoto» 
eventualmente sostitidto con un gruppo (Ci-Cs) alchile, e/o ossigeno 
e/o zolfo; detto eterociclico potendo essere sostituito con uno o piiX 
gruppi scelti fra: alogeno, idrossi, Ci-Cs alchile, Ci-Co alcossi, fe- 
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nile, ciano, nitro, -NRViuRix^ dove Rvm e R^^, uguali o diversi fra lo- 
ro sono idrogeno, (Ci-Cs) alchile lineare o ramificato, 

gli Nl-ossidi, le miscele racemiche, i loro singoli enantio- 
meric i loro singoli diastereoisomeri, le forme Ee Z,le loro miscele, 
i sali farmaceuticamente accettabiU. 

La presente invenzione comprende Tuso dei composti della 
suddetta formiUa generale (I) come principi attivi per medicamenti, 
in particolare per medicamenti utili come inibitori della Topoiso* 
merasi I. Tra le applicazioni terapeutiche derivanti dall'attivit^ di 
inibizione della Topoisomerasi I, si menzionano i txmiori, le infezio- 
ni da parassiti o da virus. 

La presente invenzione comprende composizioni farmaceuti- 
che ccntenenti composti di formvia (I) come principi attivi, in mi- 
scela con veicoli ed eccipienti farmaceuticamente accettabili. 

Descrizione dettagliata dell'invenzione 

Per gruppo protettivo, riferito ai vari Ri, Rin, Riv^ RV si 
intende un gruppo che favorisca la cattura della molecola da parte 
della cellula. Mentre la presente invenzione si fonda sulla scoperta 
che i gruppi protettivi sugU azoti amminici conferiscono potente 
attivita antitvunorale alle molecole, e non desiderando gli inventori 
essere legati ad alc\ma considerazione teorica, si ritiene che gruppi 
protettivi preferiti siano gruppi ingombranti di carattere lipofilo. 

Esempi preferiti di gruppi protettivi sono: C02R^; CO2CH2- 
Ar; C02-(9.fluorenilmetil); (CH2)n6-NHC02R^; (CH2)n6-NHC02. 



l>ott. Fabio Cdvaitonl 
g Don. Ing. Adriana Raimondl 



CH2Ar; (CH2)n5-NHC02-(9-iluorenilm6til)» nei quali i gruppi varia; 
bili sono definiti come 8opra.; 

Un primo gruppo di composti particolarmente preferiti cox 
prende i composti di formula (I), aventi Tanello lattonico a 6 termi- 
ni (m = 0) e, tra questi, in particolare: 

tert-butilestere deiracido 20S-(4-{[3-(7-camptotecinilidene- 
ammino)-propil]-tert-*butos8icarbonil-ammino}-butil)-(3-tert«butos- 
sicarbonilamminopropil)-carbammico; 

tert-butilestere dell'acido 20S-(4-{[3-(7-camptotecinilidene- 
ammino)-propil]-tert-butossicarbonil-ammino}-butil)-carbammico; 

tert-butilestere dell'adLdo 20S-[3-(7-camptotecimlideneam- 
mino)-butil]-carbammico; 

20S-7-[3-(N-tert-biitossicarbonilammino)propossiimminome- 
til]-camptotecina. 

Un secondo gruppo di composti preferiti comprende i compo- 
sti di formula (I), aventi I'anello lattonico a 7 termini - la cm sinte- 
si d descritta in [J.Med.Chem. 1998, 41, S410], e, tra questi> in par- 
ticolare: 

tert-butilestere deU'acido 20RS-(4-{[3-(7-omocamptotecinili- 
dene-ammino)-propil]-tert-butossicarbonil-ammino}-butil)-(3-tert- 
bu-tossicarbonilamminopropil)-carbammico; 

tert-butilestere deU'acido 20RS-(4-{[3-(7-omocamptotecinili- 
dene-ammino)-propil]-tert-butossicarbonil-ariaLmino}-butil)-carbam- 
mico; 
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tert-butilestere dell'acido 20RS-[3-(7-omocamptotecinilide- 
n6-ainmino)-butil]-carbammico; 

20R,S'l'' [3-(N-tertbutossicarbo]inamimno)propos8iimxnino- 
metil]-omocamptotecina 

I composti descritti nella presente invenzione sono inibitori 
della Topoisomerasi I e pertanto sono utili come medicamenti, in 
particolare per il trattamento di patologie che beneficiano dell'ini- 
bizione di detta Topoisomerasi. In particolare, i composti della pre- 
sente invenzione mostrano attivit^i antiproliferativa, qxiindi sono u- 
tilizzati per la loro attivit^ terapeutica, e possiedono propriet^L chi- 
mico-flsiche che li rende adatti alia formnlazione in composizioni 
farmaceutiche. 

Lc composizioni farmaceutiche ccmprendono almeno \in 
composto di formula (I) come principio attivo, in una quantita tale 
da produrre un significativo effetto terapeutico. Le composizioni 
comprese nella presente invenzione sono del tutto convenzionali e 
sono ottenute con metodi di comune prassi nell'industria farmaceu- 
tica, A seconda della via di somministrazione scelta, le composizio- 
ni saranno in forma solida o liquida, adatte alia via orale, parente- 
rale, endovenosa. Le composizioni secondo la presente invenzione 
comprendono assieme al principio attivo almeno un veicolo o ecci- 
piente farmaceuticamente accettabile. Possono essere particolar- 
mente utili coadiuvanti di formtdazione, ad esempio solubilizzanti, 
disperdenti, agenti di sospensione, emulsionanti. 
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I composti di formula (I) possono essere anche usati in as- 
sociazione con altri principi attivi, ad esempio altri farmaci antitu- 
morali o altri farmaci ad attivilA antiparassitaria o antivirale, sia 
in forme separate, sia in vma unica forma di dosaggio. 

I composti secondo la presente invenzione sono utili come 
medicamenti ad attivit^i antitumorale, ad esempio nei tumori del 
polmone, come il tumore polmonare non microcitoma, tumori del 
colon-retto, della prostata, gliomi. 

I seguenti esempi illustrano ulteriormente Tinvenzione. 

Prenarazione 1 

7-Formil-camDtotecina 

Ad una soluzione di 2,0g (4,73 mmoli) di CPT-DMA in 18 mL 
di CH;:Cli:, rafEreddata a 0**C, sono stati aggiunti 12 mL di TFA e 
qualche goccia di H2O. Dopo ima notte a temperatm^a ambiente la 
reazione e completa con formazione di un prodotto con Rf = 0,42 
(CH2Cl2/MeOH 92:8). La miscela di reazione e stata purificata per 
cromatografia su Si02 con CH2Cl2/MeOH (da 98:2 a 92:8) per dare 
1,4 g (3,72 mmoli; resa 79%) del prodotto atteso come solido giallo. 

Preoarazione 2 
N^.N^MST'^-triBoc-soermina 

La N^jN^jN^'-triBoc-spermina e stata preparata in accordo 
con quanto descritto in letteratura [Tetrahedron Letters 1998, 39, 
439-42]. 

Preparazione 3 
N' .N^'-diBoc-snermidina 
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II composto 6 stato preparato con una procedura equivalente 
a quella descritta per la spermina. 

Esempio 1 

7.rN-fhr.N'^N'"-tert-buto8sicarbomlV8Permimmmino -metil1-(^QS^- 
Camptotecina. 

In un pallone da 100 mL, fiammeggiato, 272 mg (0,72 
mmoli) di 7-formil-camptotecina sono stati sciolti in 20 mL di 
CH2CI2 anidro. Alia soluzione sono stati aggiunti 44 mg di Yb 
(OT^)8 (0,07 mmoli; 0.1 eq.) e quindi, mantenendo il pallone di 
reazione al riparo dalla luce, 700 mg (1.4 mmoli; 2 eq.) di tri-Boc- 
spermina sciolta in 12 mL di CH2CI2 anidro e setacci molecolari 0,4 
nm. Dopo 16 h a temperatura ambiente sono stati aggiunti 1,9 g 
(4,2 mmoli; 3 eq. rispetto alia spermina) di \ina resina ftuizionaliz- 
zata con gruppi isocianato (loading 2,2 mmoli/g) come scavenger 
dell'ammina in eccesso. 

La miscela di reazione d stata lasciata altre 16 h a tempera- 
ttira ambiente prima di essere filtrata su ceHte per rimuovere i se- 
tacci molecolari e la resina scavenger; il solvente e state rimosso 
sotto vuoto ed il grezzo di reazione d stato purificato per cromato- 
grafia su HPLC preparativa (CH3CN/MeOH=90:10; 8 mL/min; RP- 
18, 250x25 mm, 7pm) per dare 500 mg (0,58 mmoli; resa 81%) di 
prodotto come solido giallo. 

MS aS): IMH1* = 860,8 
[M-1]- = 858,7 
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iH NMR (300 MHz, CDCla, 6): 1,0-1,1 (t, 3H, CHs), 1,4-2,0 
(m, 35H, 3xtBu-»-4xCH2), 2,0-2,1 (q, 2H, CH2), 3,0-3,3 (m. lOH. 
5xCH2), 3,85-3,95 (d, 2H, CHs), 5,3-5,4 (d, IH, CH), 2,55 (s, 2H, 
CHz), 5,75-5,85 (d, IH, CH), 7,7-7,9 (m, 3H, 3xCH), 8,25-8,35 (d. 
IH, CH), 8,45-8,55 (d, IH, CH), 9,4 (e, IH, CH). 

i8CNMR(75.4MHz,CDCl8, 8): 8,0; 28,6; 28,7; 31,8; 47,0; 52,7; 
66,6; 72,9; 79,5; 97,8; 118,9; 126,2; 127,6; 128,5; 139,3; 130,8; 
146,2; 149,9; 150,0; 152,9; 155,7; 157,6; 174,0. 

Esempio 2 

7-fN-(N\N'*-tert-buto88icarbonilV8Permidimmmino-metil1-(^0S)- 
Camptotecina. 

Con la stessa procedura di sintesi descritta nell'Esempio 1, d 
stato ottenuto il prodotto del titolo. 
Resa = 22% 

MS aS): (MH]+ = 704,6 

[M+Na]+= 726,6 

m NMR (300 MHz, CDCI3, 5): 1,0-1,1 (t, 3H, CH3). 1,4-2,1 
(m, 26H, 2xtBu+4xCH2), 3,0-3,4 (m, 4H, 2xCH2), 3,75-3,95 (m, 4H, 
2xCH2), 5,25-5,35 (d, IH, CH), 5,55 (s, 2H, CH2), 5,75-5,85 (d, IH, 
CH), 7,7.7,9 (m, 3H, 3xCH), 8,25-8,35 (d, IH, CH), 8,45-8,55 (d, 
IH, CH), 9,4 (s, IH, CH). 

i8CNMR(75,4MHz,CDCl8. 8): 8,0; 28,6; 28,7; 32,1; 47,4; 51,7; 
52,9; 53,6; 66,7; 69,7; 72,9; 79,7; 98,0; 98,4; 119,0; 122,5; 123,1; 
126,4; 127,7; 128,6; 130,2; 130,4; 131,0; 131,3; 146,4; 150,1; 153,1; 
156,0; 156,4; 157,9; 174,2. 
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Eaempio 3 

7 .fa.n^J-tert-butoflsicarbopilVammip o-l-propilosai1.imminO' 

Ad una sospensione di -7-[(3-aminino)prop088iimminometa)- 
20S-camptotecina (20 mg, 0,045 mmoli) in 5 ml di THF anidro si 
aggiungono 10 mg di (Boc)20 (1 equivalente) e 7 |il di EtaN (1 equi- 
valente), si lascia reagire a T amb. per 30 h al termine deUe quali 
la reazione d quasi completata. La reazione viene controUata.per 
TLC eluendo con CH2CI2 : CHsOH = 9:1. 

Si evapora il THF e si riprende il solido con CH2CI2 , si lava 
la fase organica con acqua (2 volte) e con salamoia (1 volta). Si ani- 
drifica la soluzione con Na2S04 , si filtra e si tira a secco. Si 
ottcngono IG mg di prodotto costittiito da una miscela di isomeri E 
e Z (resa: 64%) 

Rf : 0,38 in CH2CI2 : CH30H= 98:2. 
P.f. 141-142"'G 

iH-NMR (300 MHz, DMS0-d6, 6): 0,87 (t. Ha -18E + Hs - 
18Z), 1,37 (s, H9 t-butile E), 1,30 (s, Ho t-butile Z), 1,67 (m, H2-19Z 
+ -CH2CH2CH2-Z;, 1,87 (m, H2-I9E + -CH2CiJ8CH2-E), 2,83 (t, 
CH2-N-2). 3,07 (t, CHz-N-E), 4,12 (t. CH2-0-2), 4,35 (t, CH2-O-E), 
5,17 (s, H-17-Z), 5,32 (s, H-17.E), 5,40 (s, H.5-E), 6,50 (Si OH-E + 
OH-Z), 6,75 (t, NH-2), 6,90 (t, NH-E), 7,25 (s, H-14-Z), 7,32 (s, H- 
14-JS), 7,75 (m. H-ll-E + H-11-2), 7,90 (m, H-IO-E + H-10-2), 8,02 
(d, H-12-Z), 8,20 (d. H-12.E + H-9-Z), 8,40 (s. -CH=N-Z), 8,6 (d, H- 

9,32 (s, -CH=N-£). 



'^o't'tng.AdrianaRaimoaa 

14 

Rapporto E : Z=:88 : 22 (da NMR). 

Esempio 4 

7-rN.(N'-tert-butoaflicarbonil^-putresc einimmino.metin- 

(20S)-Camptotecina. 

Con la stessa proced\ira di sintesi descritta nell'Esempio 1, d 
stato ottenuto il prodotto del titolo. 

Resa = 78% 

MS aS):IMHl+ = 547,7 

iH NMR (300 MHz, CDCI3, 5): 1,0-1,1 (t, 3H, CH3), 1,45 (s, 
9H, tBu), 1,65-2,0 (m, 4H, 2xCH2), 3,2-3,35 (q, 2H, CH2). 3,9-4,0 (t, 
2H, CH2), 5,3-6,4 (d, IH, CH), 5,55 (s, 2H. CH2), 5,75-5,85 (d, IH, 
CH), 7,7-7,9 (m, 3H, 3xCH), 8,25-8,35 (d, IH, CH), 8,45-8,55 (d, 

IH, CH), 9,4 (s, IH, CH). 

Esempio 5 

7-r4-(N-teit-butos8icarboiiilVpiperidinai-metiHip minnmctil-f20S)- 

r.fln> ptntecina (ST2665) 

Ad una sospensione di 7-formilcamptotecina (60 mg, 0,159 
mmoli) in 5 ml di CH2CI2 (distillato su CaCk e conservato su setac- 
ci) si aggiungono 119 mg (0,477 mmoli, 3eq.) di l-Boc-4-ammi- 
nometil-piperidina cloridrato, 40 fd di piridina e 6 mg di Yb(OTf)3 

(10% in peso rispetto all'aldeide) e si lascia reagire a T amb. per 5 

giorni (TLC : CH2CI2 : CH3OH 98 : 2). 

n prodotto viene purificato tramite cromatografia flash 

(eluente: CH2CI2 : CH3OH = 99 : 1). SoUdo giaUo. Resa: 20%. P.f. 

200"»C dec. 
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Rf del prodotto di reazione : 0,37 in CH2CI2 ; CHsOH = 96 : 4 
iH-NMR (300 MHz, DMSO-de; 8): 0,87 (t, CH2CH8), 1,32 (s, 
t-butile), 1,67-2,00 (m, CHaCHs+ 2-CH«-pip. + -CH pip.), 2,55-2,85 
(m, -CHs-viP'), 3,80 (m, -Cfli-N), 3,97 (m, -CHa-pip.), 5,35 (s, H-17), 
5,42 (8, H.5), 6,50 (s, OH), 7,35 (s, H-14), 7.70-7,80 (m, H-ll), 7,86- 
7.95 (m. H-10). 8,20 (dd, H-12), 8,72 (dd. H-9). 9.42 (s, -CH=N). 
AttivitA citotoaaica aulle rallule NCI-H460 
Le cellule NCI-H460 di carcinoma polmonare non 
microcitoma umano vennero mantenute in terreno di coltura RPMI 
1640 contenente 10% FCS e 1% di glutammina. II test di citotossi- 
cit^i per analizzare I'attivit^ delle molecole venne effettuato nel 
mode seguente. Le cellule vennero seminate in un volume di 250 fil 
in piastre da 96 pozzetti ed incubate per 2 ore a 37 "C con concen- 
trazioni scalari dei prodotti in atmosfera vimidificata contenente 
5% CO2. Al termine dell'incubazione, le molecole vennero rimosse 
mediante capovolgimento ed aggiunta di soluzione salina tampo- 
nata sterile (PBS) per 3 volte. II terreno di coltura RPMI 1640 con- 
tenente 10% FCS (200 ^il) venne aggiunto nei pozzetti e le piastre 
incubate per altre 72 ore. Al termine dell'incubazione, le piastre 
vennero capovolte di nuovo e asciugate su carta, prima di aggiim- 
gere 200 jil di PBS e 50 jil di TCA all'80%. Le piastre vennero 
ancora incubate in ghiaccio per almeno 1 ora. II TCA venne rimos- 
so mediante capovolgimento, le piastre veimero prima asciugate su 
carta, qxiindi lavate tre volte per immersione in acqua distiUata e 
capovolgimento. Le piastre vennero asciugate prima su carta, poi 
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in incubatore termoatatato a 60 •C per 10 min. A tutti i pozzetti 
vennero aggiunti 200 \i\ di aulforodamina B alio 0.4% in acido ace- 
tico 1%. Le piaatre vennero incubate a temperatura ambiente per 
altri 30 min. La atilforodamina B venne rimosaa per capovolgimen- 
to, le piaatre vennero lavate per immeraione in acido acetico 1% tre 
volte, quindi aaciugate prima au carta aaaorbente, poi nel termo- 
atato a 60 "C per 10 min. Infine 200 di Tria baae 10 mM vennero 
aggiunti a tutti i pozzetti e le piaatre meaae ad agitare per almeno 
20 min. La denaitii ottica venne miaurata con \mo apettrofotometro 
Multiakan a 540 nm. L'incubazione con i prodotti era in grado di i- 
nibire la proliferazione in modo concentrazione dipendente. La ta- 
bella 1 moatra i valori di ICm (concentrazione di prodotto che inibi- 
sce la sopra^nivcnza cellulare del 5Q%). ST251-1 od ST2598 mostra- 
rono una citotoaaicitiL paragonabile e molto potente aulla linea di 
tumore polmonare. 

I riaultati aono moatrati nella aeguente tabella. 

Tabella 1. 

Citoto89icit4 dei flerivati della camptotecina 

Composto IC80(nM±SD) 

ST2544 12,9±1,8 
ST2698 15*2 

EfPetto aul modello del lievito SaRcharomY ^ft" fierevisiae in 
vitro ed in vivo 

Per individuare derivati della camptotecina che auperino la 
fermacoreaiatenza alia camptotecina indotta da mutazioni punti- 
formi sulla DNA topiaomeraai I nel modello di lievito Saccharomi- 
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ces Cerevisiae, vennero utilizzati in parallel© \m sistema in vivo ed 
uno in vitro. 

Per il sistema in vivo, il ceppo di lievito EKY3 (jtoplA) venne 
trasformato con i plasmidi YCpGALl come controllo, YCpGALl-hT 
OPl e con diversi plasmidi contenenti i mutanti (YCpGALl-hT 
OPlG363C,YCpGALl-hTOPlK720E, YCpGAL.lhTOPlA653 P), 
che risultano resistenti alia Camptotecina. Alcune mutazioni sono 
presenti vicino al sito attivo dell'enzima (la Tirosina 723) ed altre 
intomo alia posizione 363 che corrisponde ad \ma regione altamen- 
te conservata. 

Prima di effettuare la trasformazione dei lieviti, i lieviti ven- 
nero scongelati e si piastrarono con vma ansa sterile in piastre da 
90 mm contenenti terrene sterile YPDa solido (10 g di estratto di 
lievito, 20 g di peptone, 20 g di destrosio, 0.7 g di adenina, 20 g di 
glucosio, 20 g di agar per litro). Le colonie si formarono dopo 48 - 
72 ore in vaa. incubatore a 30 'C. 

Un giorno prima della trasformazione, vma singola colonia di 
lievito venne prelevata con una punta Gilson sterile e inocxdata in 
5 ml di terrene YPDA sterile liqmdo (il terrene suddetto ad 
esclusione dell'agar). La colonia venne cresciuta tutta la notte in 
agitazione a 30 'G. II giorno dopo 5 ml della coltura satura venne 
dilmta in 100 ml di terrene YPDA sterile liquido e cresciuta a 30 
"C fine ad arrivare ad tma densita ottica di 1.0 a 600 nm. Le 
cellule vennero centrifugate per 5 min a 4000 x g, a temperatura 
ambiente ed il precipitate venne risospeso in 25 ml di una solu- 
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zione (T/E) contenente Tris-EDTA (TE) 10 mM pH 7.5, EDTA 1 
mM ed acetato di litio 100 mM. La sospensione di lievito venne 
centrifugata per 5 min a 4000 x g a temperatura ambiente. n pre- 
cipitate venne risospeso nella stessa soluzione precedente fresca 
(circa 500 jil), in mode tale da avere 2xlO» ceUule/ml. Per effettua- 
re la trasformazione, in una eppendorf vennero messi 200 ng di 
DNA carrier, 1 jig di DNA plasmidico e 200 jil di celMe competen- 
ti. Si aggiunse 1.2 ml di una soluzione di TE/acetato di Utio conte- 
nente PEG 40% e la sospensione di lievito venne agitata per 30 
min a 30 "C. Si esegui uno shodk termico mettendo la sospensione 
di lievito a 42 per 15 min e successivamente venne piastrata in 
piastre selettive ossia prive di xwacile contenenti il terreno minimo 
completo (CIil) (1.3 g di polvcrc "drcpout"comprcnsiva di diversi 
amminoacidi ad esdusione dell'uracile, 1.7 g di base azotata del 
lievito senza amminoacidi e solfato di ammonio, 5 g di solfato di 
ammonio, 20 g di glucosio e 20 g di agar per Utro). Le piastre ven- 
nero incubate a 30 "C fino aUa trasformazione. 

Prima di effettuare il trattamento dei lieviti con i derivati 
deUa camptotecina (spot test in vivo), le colonie trasformate venne- 
ro inoculate con xai pimtale Gilson in 5 ml di terreno CM liquido 
sterile. Le colonie vennero cresciute tutta la notte in agitazione a 
30 °C. n giorno dopo veime misurata la densitii ottica a 600 nm 
delle colonie e venne effettuata tma dUtiizione delle colonie per ot- 
tenere una densitli ottica pari a 0.3. Da questa prima diluizione 
vennero effettuate diluizioni serial! di 10 volte (1:10, 1:100, 1:1000) 
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in piastre da 96 pozzetti. 5 jil di ogni diluizione vennero pipettati 
su piastre da 90 mm contenenti terreno CM soUdo. Per i controUi 
vennero aggiunti il glucosio 2% o il galattosio 2%. per i trattati con 
i derivati della camptotecina vennero aggiunti galattosio 2% ed i 
prodotti alia concentrazione 45 ^M. Le colonie vennero incubate a 
30 "C per 48-72 ore ed analizzate macroscopicamente. 

L'effetto dei derivati della camptotecina ST2544 ed ST2598 
venne valutato. La DNA Topoisomerasi I wild-type mostrd un feno- 
tipo di sensibility ad ST2544 e ST2598, mentre gU enzimi mutati 
G363C e A653P risultarono resistenti ai derivati testatL II mutan- 
te K720E mostrd invece un fenotipo di sensibility al derivato 
ST2544 (tabeUa 2). 

I risultati sono mostrati nella seguente tabella. 

Tabella 2. 

HrftflRita del lievito Saccbaromices ce reviaiae in presenza dei 
derivati della camptotecina in vivo 

Farmaco TOPI G363C 

DMSO ++++ ++++ 

ST2544 + + + + 

ST2598 + + + + 

Da mnistra verso destra ogni simbolo rappresenta la crescita deUe 4 dUuiziom 

seriali di lievito. 

+ Vitality del lievito Saccharomices cerevisiae; 
- Letalit& del lievito Saccharomices cerevisiae. 



K720E 
+ + + + 
+ — 
+ + + + 



A653P 
+ + + + 
+ + + + 
+ + + + 
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RIVBNDICAZIONI 
1. Gomposti di formula generale (I) 




m d il numero 0 oppxire 1; 

Z e Z', uguali o diversi fra loro, sono un numero intero com- 
preso fira 0 e 2; 

Y e Y, uguali o diversi fira loro, sono (CH2)ni; (CH2)n2- 
CH[NR^(CH2)n4-NHRq-(CH2)n3 oppure 
(CH2)n2-N[(CH2)iu-NHRi^-(CH2)n3; 

Y' d scelto tra H; cidoalcano C4-C7: (CH2)n5-N[CH2-CH2]2N- 
(CH2)n6NHRV; (CH2)n7-CH[CH2- CH2]2NRV; 
X d O, oppure k un legame semplice; 

n-ns. uguali o diversi fira loro, sono un numero intero 
compreso fira 0 e 5; 



Ri, R", R"i, R^v, R^ uguali o diversi fra loro sono un gruppo 
protettivo dell'azoto al quale sono legati; C02R^; C02CH2Ar; 
C02(9-fluorenilnietil); (CH2)nB-NHC02R^; (CH2)nB-NHC02CH2Ar; 
(CH2)n6-NHC02-(9-fluoreiiilmetil), 

RVi h un alchile lineare o ramificato (Ci-Ce); 

Rvn&HoppureR?-RV; 

Ar rappresenta un residuo tiromatico Ce-Ciz, quale fenile, e- 
ventualmente sostituito con uno o piil gruppi scelti fra: alogeno, 
idrossi, Ci-Cs alchile, Ci-Cb alcossi, fenile, ciano, nitro. -NR^niRK 
dove R^^ e R^^, uguali o diversi fra loro sono idrogeno, (Ci-Cb) al- 
chile lineare o ramificato, oppxure 

Ar rappresenta un gruppo eterociclico, detto gruppo etero- 
ciclico contcnontc alracno un eteroatomo scelto fira atomo di azoto, 
eventualmente sostituito con un gruppo (Ci-Cs) alchile, e/o ossigeno 
e/o zolfo; detto eterociclico potendo essere sostituito con uno o piii 
gruppi scelti fra: alogeno, idrossi, Ci-Cs alchile, Ci-Ce alcossi, fe- 
nile, ciano, nitro, -NRvniRix/dove R^ e Rix, uguaH o diversi fra lo- 
ro sono idrogeno, (C1-C5) alchile lineare o ramificato, 

^ Nl-ossidi, le miscele racemiche, i loro singoli enantio- 
meri, i loro singoli diastereoisomeri, le forme E e Z, le loro miscele, 
i sali farmaceuticamente accettabili. 

2. Composti second© la rivendicazdone 1, in c\u i gruppi protettivi 
sono gruppi ingombrcmti di carattere lipofilo. 

3. Composti secondo la rivendicazdone 1, in cui i gruppi protettivi 
sono scelti nel gruppo costituito da: C02R^; C02CH2Ar; C02-(9- 
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fluorenilmetil); (CH2)nB-NHC02Rvi; (CH2)n5-NHC02CH2Ar; 
(CH2)n8-NHC02.(9-fluorenilmetil), nei quali R^i d come definito 
sopra. 

4. Composti second© la rivendicazione 3, in cui i gruppi protettivi 
sono scelti nel gruppo costitvdto da tert-butossicarbonil; benzilos- 
sicarbonil; 9-fluorenilinetaos8icarbonil. 

5. Composti secondo una qualsiasi dell rivendicazioni 1-4, in cui m 

6. CJomposti secondo la rivendicazione 5, scelti nel gruppo che 
consiste di 

tert-butilestere dell'acido 20S-(4.{[3.(7-camptoteciniHdene- 
ammino)-propil]-tert-butossicarbonil-ammino}-butil)-(3-tert-butos- 

sic£irboiiilaaiiniino prcpil)-carbami3iico; 

tert-butilestere deU'acido 20S-(4-{[3-(7.camptotecinilidene- 
ammino)-propill-tert-butos8icarbonil- ammino}-butU)-carbammico; 

tert-butilestere dell'acido 20S-[3-(7-camptotecinilidene-am- 

mino)-butil]-carbammico; 

20S-7-[3-(N-tert-butossicarbonilammino)propossiimminome- 

tiI]-camptotecina. 

7. Composti secondo xma qualsiasi dell rivendicazioni 1-4, in cm m 
k 1. 

8. Composti secondo la rivendicazione 7, scelti nel gruppo 
costituito da: 
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tert-butilestere deU'acido 20RS-(4-{[3.(7-omocamptotecinili- 
dene-ammo)-propU]-tert-but088icarbonn-ammino}-buta)-(3-tert-bu- 
to88icarbo-iiilamminopropil)-carbainmico; 

tert-butilestere deU'acido 20RS-(4-{[3-(7-omocamptoteciniU- 
dene-ammino)-propil]-tert-butos8icaxbonil-aininino}-butil)-carbam- 

mico; 

tert-butilestere deU'acido 20RS-[3-(7-omocanxptoteciniU- 

deneaimnino)-butU]-carbammico; 

20R,S-7-[3-(N-tertbutossicarbomlamiiiino)propossiiminino- 

metil]-oinocamptotecina 

9. Composizioiie farmaceutica comprendente almeno un composto 
deUe rivendicazioni 1-8 come principio attivo in miscela con 
almciiu uii eccipiciilc c/o veicolo faiiuaceulicaiaente accettabile. 

10. Uso dei composti. deUe rivendicazdoni 1-8 coxae medicamenti. 

11. Uso dei composti deUe rivendicazioni 1-8 per la preparazione di 
un medicamento ad attivitll inibitrice della Topoisomerasi 1. 

12. Uso secondo la rivendicazione 11 per la preparazione di un 
medicamento ad attivit^ antitumorale. 

13. Uso secondo la rivendicazione 11 per la preparazione di un 
medicamento ad attivita antiparassitaria. 



14. Uso secondo la rivendicazione 11 per la preparazione di un 
medicamento ad attiviti antivirale. 

p.i. di SIGMA-TAU Industrie Farmaceutiche Ritmite S.p.A. 
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